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(54) Procede de preparation d'un pigment indoiique ou indolinique par voie enzymatique, pigment obtenu et son 
utilisation en cosmetique. 


(57) La presente invention conceme un procede de prepa- 
ration d'un pigment indoiique ou indolinique, caracterise 
par ie fait que Ton met en presence un compose repondant 
a la formule(l): 


a) 



Rg represente hydrogene, alcoxy ou alkyle, 
sous reserve que R 1 et ^ soient en position ortho ou para, 
Tun par rapport a I'autre, avec une enzyme du type laccase 
d'origine v6getale, d'un poids moleculaire moyen compris 
entre 10.000 et 180.000 daltons, obtenue a partir de mate- 
riel vegetal. 

Elle concerne egalement les pigments obtenus ainsi que 
des poudres colorees comportant de tels pigments, ainsi 
que leur utilisation en cosmetique. 


dans laquelle: 
R 4 designe hydrogene, alkyle ou hydroxyalkyle, 
R 6 represente hydrogen , alkyi ou COOR, R represen- 

tant hydrogene ou alkyle, 
R 6 represent un atom d'hydrogene, alkyle ou aminoal- 

kyle, 

R, represente OH, 

Rj represente hydrogene. OH ou OR, R etant un alkyle, 

lll lll lllll lll ll I II 
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Precede de preparation d'un pigment indolique ou indolinique par voie 
enzymatique, pigment obtenu et son utilisation en cosmetique. 


L'invention est relative a un nouveau procede de preparation de 
pigments indoliques ou indoliniques par voie enzymatique, ainsi que 
leur utilisation, notamment en cosmetique. 

L'utilisation de pigments colords presente un tres grand int€ret 
dans le domaine cosmetique. 

H s'agit essentiellement de pigments min£raux ou de pigments 
issus de colorants directs de synthase, ou de carbone pur dans le cas 
de pigments noirs. 

Ces difKrents produits peuvent presenter des problemes de mise 
en oeuvre et certains d'entre eux ne sont pas totalement inoffensifs. 

La demanderesse a maintenant d6couvert ion nouveau precede pour 
oxyder certains derives indoliques ou indoliniques et ainsi obtenir des 
pigments qui presentent l'avantage d'Stre peu on6reux du fait du faible 
cofit des matieres premieres d'origine, des enzymes du type laccase 
d'origine v6getale, qui sont elles-memes obtenues facilement a partir 
d'extraits de materiel vegetal. Par ailleurs, ce proc6d€ ne met en jeu 
aucun autre agent oxydant que l'air, ce qui pr6sente un int6ret par 
rapport au proced6 decrit dans la demande EP-A- 441 689 ou il etait 
nficessaire d'utiliser, conjointement avec une enzyme peroxydase, du 
peroxyde d'hydrogSne ou un persulfate ou du ferricyanure, agents 
oxydants qu'il est n^cessaire d'eiiminer & la fin de la reaction. 

Enfin, ce nouveau proced6 r6sout un probleme de stabilite 
eventuel avec certains precurseurs indoliques ou indoliniques, qui 
peuvent se degrader en milieu oxydant. 

Par opposition aux peroxydases qui s'utilisent avec des peroxydes 
comme cofacteurs, Ies enzymes du type laccase d'origine vegetale 
utilisees selon l'invention sont mis en oeuvre avec l'oxyg&ne de l'air. 

Ainsi, la demanderesse a decouvert que, de fa?on surprenante, il 
etait possible de preparer des pigments indoliques ou indoliniques par 
voie enzymatique, par polymerisation d'un derive indolique ou 
indolinique en presence d'une laccase d'origine vegetale. 
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L'objet de Tinvention est constitue par ailleurs par un procede de 
preparation d'un pigment indolique ou indolinique et le pigment ainsi 
obtenu. 

On appelle, selon Tinvention, "pigment indolique ou indolinique", 
le pigment resultant de la polymerisation de precurseurs indoliques ou 
indoliniques definis ci-apres, en presence d'au moins une enzyme du 
type laccase d'origine vegetale ou d'un actif enzymatique comprenant 
ces enzymes, aprfcs un temps de reaction variant entre quelques 
minutes et quelques heures selon l'origine de I'enzyme et la nature du 
substrat a oxyder, le pigment etant obtenu par precipitation du milieu 
reactionnel. 

D'autres objets de Tinvention apparaitront a la lecture de la 
description et des exemples qui suivent. 

Le precede de preparation du pigment indolique ou indolinique est 
essentiellement caracteris6 par le fait que Ton polymerise un compost 
repondant a la fonnule : 


dans laquelle : 

R4 ddsigne hydrogene, alkyle ou hydroxyalkyle, 

R 5 represente hydrogene, alkyle ou COOR, R representant 
hydrogene ou alkyle en C^-C^ 

R5 represente un atome d'hydrogene, alkyle ou aminoalkyle, 

Rj represente OH, 

R 2 reprdsente hydrogene, OH ou OR, R etant un alkyle, 

R3 represente hydrogene, alcoxy ou alkyle, 
sous reserve que Rj et R 2 soient en position ortho ou para, Tun par 
rapport a l'autre, en le mettant en presence d'une enzyme du type 
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laccase d'origine v6g6tale ou un actif d'origine vegdtale en 
comportant. Ces laccases peuvent avoir un poids moleculaire compris 
entre 10.000 et 180.000 daltons. 

Par alkyle, on entend, selon l'invention, alkyle comportant 1 a 4 
atomes de carbone. 

Les composes r6pondant & la formule (I) ci-dessus indiqu6e, sont 
choisis de preference parmi le 5,6-dihydroxyindole, le 2-methyl 5,6- 
dihydroxyindole, le 3-methyl 5,6-dihydroxyindole, le 4-hydroxy indole, 
le 5-hydroxyindole, le 6-hydroxyindole et le 7-hydroxyindole. 

Les laccases utilisees selon l'invention sont des laccases produites 
par des v6g6taux qui effectuent la synthese chlorophyliennne. 

Les actifs d'origine v6getale ont 6t6 recherches dans differentes 
plantes. Parmi celles-ci, on peut citer notamment Rosmarimus 
officinalis, Solanum tuberosum, Iris sp., Daucus carrota, Vinca minor, 
Catharanthus roseus, Malus pumila, Musa sp., Persea americana, 
Coffea sp. , Gingko biloba et Monotropa hypopythys (sucepin). 

Les actifs sont obtenus a partir de broyats de v6g6taux frais, de 
cultures cellulaires v6g6tales indifferenci^es ou de filtrat de ces 
cultures obtenus par filtration, le broyage ou la filtration 6ventuelle 
pouvant etre suivis des Stapes de concentration ou purification, par 
precipitation ou chromatographic par exemple, et aussi d'6tapes de 
lyophilisation ou d'atomisation, par exemple. 

Les cultures cellulaires sont realis6es avec des milieux classiques 
utilises en culture in vitro. On peut citer notamment les milieux 
suivants : Gamborg, Heller, Murashige et Skoog. On utilise de 
preference des cultures jeunes, c^st-fc-dire de preference agees de 
moins de 10 jours, pour obtenir une meilleure activite enzymatique. 

Le procede de preparation des pigments par byconversion de 
linvention consiste a mertre en presence un milieu de bioconversion 
contenant des extraits actifs avec au moins un derive indolique ou 
indolinique cite ci-dessus, puis a recuperer le pigment obtenu. 

Par milieu de bioconversion contenant des extraits actifs, on 
entend notamment le milieu de culture dans lequel la croissance des 
cellules s'est effectu6e, duquel les cellules ont 6x6 separees ou au 
contraire contenant encore des cellules, ou encore un milieu ou a ete 
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solubilis6 un lyophUisat ou un atornisat prealablement prepare ou bien 
encore un milieu comportant ion broyat de materiel vegetal (tiges, 
feuilles, tubercules, racines des plantes) provenant de plantes entieres, 
eventuellement prealablement filtre. 

5 Les derives indoliques ou indoliniques peuvent y etre introduits 

en poudre ou sous forme d'une solution aqueuse ou eau/solvant 
organique, choisis par exemple paxmi les alcools inferieurs, la 
dimethylformamide, le N-pyrrolidone et le dimethylsulfoxyde. 

Apres un temps allant de quelques minutes k plusieurs heures, 

10 selon les conditions de la byconversion, les actifs et les derives 
indoliques ou indoliniques mis en oeuvre, on observe la decantation du 
pigment qui peut etre isoie par tout moyen usuel de filtration, 
lyophilisation, centrifugation. n peut etre lave puis s6ch6. 

La preparation des pigments par bioconversion s'effectue k un pH 

15 choisi pour etre compatible avec les enzymes contenues dans le milieu 
rdactionnel mis en oeuvre. Le pH peut etre compris entre 3 et 12, et de 
preference entre 5 et 10. Le milieu de bioconversion peut etre 
tamponne. 

La temperature de preparation est choisie pour etre compatible 
20 avec les enzymes intervenant dans la bioconversion; elle peut etre 
comprise entre I0°C et 75°C, et de preference entre 30°C et 60°C 

Selon un premier mode de realisation, le milieu de bioconversion 
peut etre prepare en introduisant dans un milieu de culture un 
inoculum de cellules vegetales fraiches issues de cultures 
25 regulierement entretenues. La quantite de cellules vegetales dans le 
milieu est alors de 30 a 50 g/L Lorsque la culture atteint la phase 
exponentielle de croissance, usuellement en 3 et 5 jours, la quantite de 
cellules vegetales pouvant alors etre de 100 gfl ou plus, on ajoute dans 
ce milieu, utilise pour la bioconversion, le derive indolique ou 
30 indolinique. 

Selon un autre mode de realisation, lemilieu de bioconversion est 
constitue du milieu dans lequel les cellules ont ete cultivees. 

Dans ces deux modes de realisation, on introduit le derive 
indolique ou indolinique a des concentrations superieures a une valeur 
35 de Tordre de 10 millimolaire /l de milieu de bioconversion. 


5 


2694021 


Dans les milieux de biocon version definis ci-dessus, on peut 
suivre Involution de la reaction par colorimetrie. Ainsi, une coloration 
apparait apres quelques minutes et se developpe durant toute 
Tincubation alors que, dans le meme temps, le temoin contenant du 
milieu vierge ne subit pas de changement observable. 

Afin d'isoler le pigment obtenu selon le premier mode de 
realisation, on peut separer les cellules du milieu par filtration sur 
toile de 50 \im; le pigment est ensuite purifie par lavages successifs 
avec un alcool, par exemple l'dthanol, puis avec de l'eau. 

Selon une variante des modes de realisation ci-dessus, le milieu de 
culture dans lequel les cellules ont 6t6 cultiv^es peut avoir 6t6 
lyophilise ou atomise. Le lyophilisat ou Tatomisat peut alors etre 
solubilise dans un milieu tamponne pour obtenir un milieu de 
bioconversion. Le derive indolique y est introduit sous forme de 
poudre ou solubilise dans un milieu eau-solvant tel que defini ci- 
dessus, le pigment etant isoie comme ddcrit ci-dessus. 

Selon un troisieme mode de realisation de Tinvention, on peut 
utiliser un broyat de materiel vegetal, comme des tiges, feuilles, 
tubercules, racines de plantes entieres. 

Ce broyat apres decantation ou filtration grossiere est alors 
eventuellement filtre sur filtre 0,22 jam, par exemple. 

On ajoute alors le derive indolique ou indolinique sous forme de 
poudre ou de solution hydroalcooHque au filtrat a raison par exemple 
de 0,01 a 5 % en poids par rapport au poids de filtrat. 

Apres un temps pouvant etre de quelques minutes a quelques 
heures selon les conditions de bioconversion, les derives et les actifs 
utilises, le pigment peut etre isoie par filtration, lyophilisation ou 
centrifiigation. Eventuellement lave h Teau, ce pigment est ensuite 
seche. 

Selon une variante de ce troisieme mode de realisation, on 
effectue un cryobroyage des vegetaux frais cites ci-dessus ce qui a 
pour avantage d'obtenir un broyat sous forme de poudre stabilisee. 
Celle-ci et alors remise en suspension dans un milieu tamponnd en 
presence du derive indolique ou indolinique pour former le pigment. 

Le pigment indolique ou indolinique ainsi prepare, peut etre 
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utilis6 dans des applications diverses, telles que notamment, en 
cosm6tique, dans les produits de maquillage, les compositions 
solaires, les produits de coloration capillaire. 

lis peuvent etre introduits en vue de ces applications dans un 
milieu cosm6tiquement acceptable a base d'eau ou de melanges eau- 
solvant(s) organique(s) ou d'un ou plusieurs solvants, et 
dventuellement d'autres additifs habituellement utilises en cosm£tique, 
tels que des agents tensio-actifs, epaississants, conservateurs, etc... 

Selon une autre variante de l'invention, le pigment indolique ou 
indolinique peut etre depose sur une charge minerale constitute de 
particules inertes ayant une granulomere inferieure a 20 microns et 
de preference 10 microns. Le pigment peut tgalement etre depose 
et/ou absorb^ sur une charge organique constitute de particules de 
polymeres ayant une granulom6trie inferieure k 100 microns. 

On obtient ainsi une poudre colorte dans des nuances varices 
allant du mauve au noir en passant par les bleus, qui peut etre utilisee 
en cosm6tique. 

Selon cette variante, cette poudre coloree peut etre preparee en 
dispersant les particules min6rales ou organiques dans la solution de 
prdcurseur indolique ou indolinique de formule (I) contenant l'enzyme. 
Les conditions d'oxydation du prtcurseur de formule (I) sont 
identiques a celles decrites ci-dessus. 

Apr£s 1 heure k 24 heures de reaction, on separe par filtration la 
poudre contenant le pigment, on la lave k Teau et on la seche. 

Cette poudre peut egalement etre preparee par absorption du 
pigment indolique ou indolinique prepare conformement a l'invention, 
sur et dans les particules minerales ou organiques d6finies ci-dessus. 

On procede notamment en dispersant le pigment melanique forme 
au prealable dans un milieu non solvant des particules et contenant 
lesdites particules, et qu'apres absorption du pigment, on les seche. 

On utilise plus particulierement comme charge mindrale des 
particules de carbonate de calcium ou de silice ayant une 
granulometrie generalement superieure a 0,01 micron. 

Comme charge organique, on utilise de preference des particules 
de polymeres derives de la k6ratine eventuellement modifide, de 
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polymeres derives de la chitine eventuellement d6sac6tylee, de 
fibroine de soie, de polymeres synthetiques choisis parmi le 
polym6thacrylate de m6thyle reticule, la poly-p-alanine nSticulee, des 
microspheres creuses de copolymfere chlorure de vinylidene et 
aciylonitrile, ou des microspheres poreuses de poly amide- 12, 
polyamide-6 ou de copolyamide 6/12, de poudres de silicones 
constitutes par des gommes, des rtsines, des 61astom£res d'organo- 
polysiloxanes. 

Ces particules ont une granulom&rie de preference supdrieure a 
0,01 micron. 

Les exemples qui suivent sont destin6s k illustrer Tinvention sans 
pour autant presenter- un caractere limitatif. 
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EXAMPLES DF, PREPARATION PES I.ACrARFS 

EXEMPLE 1 

Preparation d'une solution enzymatique produites par culture in 
vitro. 

Des actifs sont produits in vitro, excrttes dans un milieu de 
culture de cellules indifferenciees de Rosmarinus off. 

Apres separation des cellules du milieu par filtration sur filtre de 
50 Jim, les d6bris cellulaires sont elimines par filtration fine (0,4 Jim). 

On effectue la purification des actifs en deux temps : 

- concentration sous vide a 50°C 

- precipitation a l'6thanol de l'extrait brut concentre. 

Deux fractions actives sont ainsi recuperees : la premiere 
precipite entre 45 et 50% d'ethanol, constitute d'un melange de 3 
groupes d'enzymes dont Tun a un poids moleculaire (PM) superieur a 
600 000 daltons, le deuxieme est constitue" d'une seule enzyme de PM 
de 132 000 et le troisieme est constitut d'une seule enzyme de PM de 
30 000; la seconde fraction precipite entre 55 et 60% d'6thanol et est 
constitute d'une laccase de PM de 130 000 daltons, qui presente la 
plus grande activitt. 

On obtient de la meme facon des extraits actifs a partir de jus de 
culture in vitro de Solanum tuberosum, Iris sp., Daucus carrota, Vinca 
minor, Catharanthus roseus, Malus pumila, Musa sp., Persea 
americana, Coffea sp. , Gingko biloba et Monotropa hypopythys 
(sucepin). 
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EXEMPLE 2 

Preparation d'une solution enzymatique a partir de plantes 
enti&res* 

Sur des plantes fraichement recolt6es, on precede a un 
cryobroyage (dans de Tazote liquide, par exemple). La poudre ainsi 
r6cup6r6e est extraite dans de l'eau ou dans un tampon phosphate (6,4 
g/1 KH 2 P0 4 + 0,52 g/1 de Na 2 HP0 4 ) pour obtenir un pH de 5,5. Cette 
extraction s'opere & 4°C durant 10 minutes sous une agitation 
vigoureuse. 

La precipitation selective k l'dthanol telle qu'elle est decrite a 
l'exemple 1, est alors 6ventuellement appliqu6e. 

On obtient ainsi des extraits d'actifs produits in vivo a partir de 
Rosmarinus officinalis, Solatium tuberosum, Iris sp., Daucus carrota, 
Vinca minor, Catharanthus roseus, Malus pumila, Musa sp., Persea 
americana, Coffea sp. , Gingko biloba et Monotropa hypopythys 
(sucepin). 

Ces extraits peuvent etre lyophilises. 


10 


2694021 


EXEMPLE I A TV D E PREPARATION DE PIGMENTS 

ENPOLTOTHRS 


On prepare une solution 10 m molaire de derive" indolique dans un 
tampon tris acetate dont le pH est egal a 6,0. 

D'autre part, on dissous 1 g de lyophilisat de Rosmarinus officinalis 
obtenu a l'exemple 2, dans 20 ml de tampon tris acdtate. Apres 
filtration, on melange 9 ml de solution contenant l'extrait vegetal a 1 
ml de solution contenant le deriv6 indolique. 

Apres quelques minutes a plusieurs heures de contact, on observe la 
formation d'un precipite* qui est isole" selon les m6thodes classiques 
(filtration, centrifugation). 

Dans le tableau ci-apres, on illustre differents d6rives indoliques. 


Exemples 

Compost indolique 

Concentration en g/1 
dans le tampon 
tris acetate 

Couleur 
du piment 

I 

5,6-dihydroxyindole 

1.5 

noir 

n 

2-m6thyl 5,6-dihy- 
droxyindole 

1,65 

violine 

ni 

3-m£thyl 5,6-dihy- 
droxyindole 

1,65 

bleur nuit 
franc 

IV 

4-hydroxyindole 

1,33 

bleu fonc6 
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EXEMPLES D'APPI JCATTON 

EXEMPLE 1 

MASCARA 


10 


- Pigment obtenu selon l'exemple I 


10 

g 

- Pigment obtenu selon l'Exemple III 


5 

g 

- Stearate de tridthanolamine 


15 

g 

- Cire de Candellila 


8 

g 

- Cire de Camauba 


10 

g 

- Hydroxyethylcellulose 


0,9 

g 

- Hydrolysat de keratine 


0,75 

g 

- Eau 

qsp 

100 

g 


15 EXEMPLE 2 

GEL CAPILLAIRE 

- Pigment obtenu selon l'Exemple II 0,4 g 

- Pigment obtenu selon l'Exemple III 0,2 g 
20 - Polyvinylpyrrolidone 1 g 

- Alcool 6thylique 15 g 

- "Carbopol 940" 0,7 g 

- Triethan olamin e qs pH=7,5 

-Eau qsp ioo g 

25 


30 


35 
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REVENDICATTONS 

1. Proc6de de preparation d'un pigment indolique ou indolinique, 
caract6ris6 par le fait que Ton met en pr6sence un compose r6pondant 
k la formule : 



dans laquelle : 
R4 d6signe hydrogene, alkyle ou hydroxyalkyle, 
R 5 repr&ente hydrogfcne, alkyle ou COOR, R repnSsentant 
hydrog&ne ou alkyle, 

Rg reprdsente un atome dTiydrogfcne, alkyle ou aminoalkyle, 
Rj ieprdsente OH, 

R 2 reprgsente hydrogfcne, OH ou OR, R 6tant un alkyle, 

R3 repr£sente hydrogene, alcoxy ou alkyle, 
sous reserve que Rj et R 2 soient en position ortho ou para, Tun par 
rapport a 1'autre, avec une enzyme du type laccase d'origine vegetale 
ou un actif d'origine vdgetale en comportant et on rdcupere le pigment 
obtenu. 

2. Proc6de selon la revendication 1, caracterise par le fait que les 
composes de formule (I) sont choisis parmi le 5,6-dihydroxyindole, le 
2-methyl 5,6-dihydroxyindole, le 3-m6thyl 5,6-dihydroxyindole, le 4- 
hydroxyindole, le 5-hydroxyindole, le 6-hydroxyindole et le 7- 
hydroxyindole. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, 
caract6ris6 par le fait que les enzymes de type laccase sont obtenus a 
partir d'extraits de Rosmarinus officinalis, Solanum tuberosum, Iris 
sp., Daucus carrota, Vinca minor, Catharanthus roseus, Malus pumila, 
Musa sp., Persea americana, Coffea sp. , Gingko biloba et Monotropa 
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hypopythys (sucepin). 

4. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise par le fait que Ton procede a la polymerisation oxydative 
du compose de formule (I), en presence d'enzyme du type laccase 
d'origine v6getale provenant de Rosmarinus officinalis. 

5. Precede selon Tunc des revendications 3 ou 4, caracteris6 en ce 
que les enzymes du type laccase d'origine vegftale utilis6es sont 
contenues ou proviennent d'un milieu de culture in vitro de cellules 
vegetales ou d'un broyat de materiel vegetal. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterise par le fait que le milieu de bioconversion est aqueux, le pH 
etant maintenu k une valeur comprise entre 3 et 12, de preference 5 a 
10, 6ventuellement a l'aide d'un tampon, ou compoite un melange eau- 
solvant organique. 

7. Precede selon Tune des revendications 1 h 6, caracterise en ce 
que les Iaccases sont sous foime d'un lyophilisat ou atomisat 
prealablement mis en solution aqueuse ou dans un melange eau-solvant 
organique. 

8. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 & 7, 
caracterise par le fait que la temperature de reaction est comprise 
entre 10 et 75°C, et de preference entre 30 et 60°C 

9. Pigment obtenu par la mise en oeuvre du precede tel que defini 
dans Tune quelconque des revendications 1 & 8. 

10. Procdde de preparation d'une poudre coloree constituee de 
particules minerales ayant une granulomere inferieure a 20 microns, 
recouverte de pigment indolique ou indolinique, caracterise par le fait 
qu'on disperse les particules minerales dans la solution de precurseur 
indolique ou indolinique de formule (I) qui est oxyde selon le precede 
tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 8. 

11. Precede de preparation d'une poudre coloree constituee de 
particules de polymeres organiques ayant une granulomere inferieure 
a 100 microns, comportant un pigment indolique ou indolinique, 
caracterise par le fait qu'on disperse les particules organiques dans la 
solution de precurseur indolique ou indolinique de formule (I) qui est 
oxyde selon le precede tel que defini dans lune quelconque des 
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revendications 1 a 8. 

12. Proc6d6 de pr6paration d'une poudre color^e constitude de 
particules min£rales ayant une granulom6trie inf6rieure k 20 microns 
ou de particules organiques ayant une granulomere infdrieure a 100 
microns, caract6rise par le fait que le pigment indolique ou 
indolinique prepare selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 
est absorbe sur et dans les particules minerales et/ou organiques. 

13. Utilisation en cosmdtique du pigment indolique ou indolinique 
obtenu par la mise en oeuvre du procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 k 8. 

14. Utilisation en cosm6tique de la poudre coloree obtenue par la 
mise en oeuvre des precedes selon les revendications 10, llet 12. 
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